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Neste trabalho descreve-se a importância da pesquisa de oocistos e cistos de 
Cryptosporidium e Giardia em águas naturais, sobretudo em locais onde são 
realizadas captações de água para tratamento e posterior distribuição à população 
para consumo humano. São caracterizados os rios Douro, Paiva, Ferreira, Ferro e 
Vizela em termos da presença de oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia entre 
2008 e 2012, sendo comparada a qualidade da água dos rios no que respeita à 
presença de oocistos e cistos destes dois parasitas. Por outro lado é abordada a 
questão legislativa no que respeita à pesquisa destes dois parasitas nas águas 
naturais e de consumo. Adicionalmente é avaliada a eficiência da metodologia de 
pesquisa de oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia referida pela US EPA, 
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This work describes the importance of the presence of oocysts and cysts of 
Cryptosporidium and Giardia in natural waters, especially where water captures are 
performed for treatment and subsequent distribution to the public for human 
consumption. The rivers Douro, Paiva, Ferreira, Ferro and Vizela are characterized, 
between 2008 and 2012, in terms of the presence of oocysts and cysts of 
Cryptosporidium and Giardia and the quality of water in these rivers is compared in 
relation to the presence of cysts and oocysts of these two parasites. Moreover, the 
regulations concerning the search of these two parasites in natural and drinking waters 
are also addressed. This work also evaluated the effectiveness of the methodology for 
analysing Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts, the U.S. EPA, "method 1623" 
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O abastecimento de água através de uma rede de captação, tratamento e distribuição 
chega hoje a mais pessoas que anteriormente não tinham acesso a água potável. Os 
benefícios concomitantes em termos sanitários e de saúde humana contribuíram, por 
exemplo, para as estatísticas da mais baixa taxa de mortalidade infantil. No entanto, o 
abastecimento de água, mesmo nos países mais desenvolvidos, pode estar 
comprometido por parasitas protozoários que são resistentes ao tratamento da água e 
periodicamente responsáveis por diversos surtos transmitidos pela água para 
consumo humano. 
As doenças transmitidas pela água para consumo ocorrem em todo o mundo e os 
surtos causados por contaminação de sistemas de água comunitária podem causar 
doenças num número muito elevado de consumidores. Estes surtos têm 
consequências económicas que vão além dos custos de saúde dos pacientes afetados 
uma vez que geram falta de confiança na qualidade da água potável e na indústria da 
água em geral (Karanis et al. , 2007). Torna-se por isso imperativa uma monitorização 
sistemática da água para consumo humano que reduza o risco de transmissão destas 
doenças.  
As três principais doenças resultantes de protozoários veiculados na água são a 
criptosporidiose, a giardíase e a amebíase. Sete espécies de Cryptosporidium (C. 
hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis and C. muris) podem 
causar a doença diarreica criptosporidiose nos humanos, mas C. parvum e C. hominis 
são responsáveis pela grande maioria dos casos e surtos. Giardia duodenalis (syn. G. 
lamblia, G. intestinalis) é sem dúvida o protozoário mais comum causando diarreia em 
200 milhões de indivíduos sintomáticos em todo o mundo. No entanto, a maioria das 
infeções por G. duodenalis são assintomáticas e a prevalência é de 2-5% em países 
industrializados e 20-30% em países em desenvolvimento. G. duodenalis é atualmente 
categorizada em sete genótipos ou grupos: A, B, C, D, E, F e G. Apenas os genótipos 
A e B foram detetados em humanos mas ambos afetam outros mamíferos (Bouzid et 
al. , 2008). 
As águas de superfície estão frequentemente contaminadas com parasitas. A água 
para consumo humano livre de parasitas é obtida através de técnicas convencionais 
de tratamento de água – um esquema de coagulação/floculação, sedimentação, 
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filtração e desinfeção que normalmente remove os parasitas protozoários de uma 
forma eficiente. Os trofozoitos são sensíveis à maior parte dos desinfetantes utilizados 
mas os cistos e oocistos resistem à cloragem e ozonização melhor do que a maioria 
das bactérias e vírus. Logo, a remoção física dos cistos de Giardia e dos oocistos de 
Cryptosporidium por múltiplas barreiras é de extrema importância. Os cistos e oocistos 
são naturalmente eletronegativos, uma propriedade utilizada nos processos de 
coagulação e filtração. No estádio de coagulação, a aglutinação do precipitado usando 
metais hidróxidos pode reduzir a concentração de cistos e oocistos em mais de 99%. 
A filtração através de terra pode ser altamente eficiente, enquanto a utilização de 
revestimentos eletropositivos tais como óxido de ferro e alumínio hidratado melhora a 
eficácia da filtração granular. A filtração por pressão através de filtros de microfiltração 
e ultrafiltração podem também resultar numa redução de 6 log nos cistos e oocistos 
principalmente por estiramento físico da água. Os cistos de protozoários são 
particularmente sensíveis à irradiação com UV (ultravioleta) e isto levou à 
consideração de explorar a luz solar natural para desinfeção. Os resultados obtidos 
por desinfeção solar são até agora encorajadores com os cistos de G. muris e oocistos 
de C. parvum tornados completamente não infeciosos após exposições até 10 horas a 
40ºC; de facto, apenas 1 hora de exposição à luz solar intensa foi capaz de inativar 
cistos de Giardia na ordem dos 90% (Bouzid et al., 2008).  
 
1.2. Giardia  
Giardia duodenalis (sinónimos Giardia lamblia e Giardia intestinalis) é um parasita 
protozoário flagelado que se reproduz no intestino delgado causando giardíase. É um 
agente patogénico cosmopolita com um leque elevado de hospedeiros, incluindo 
animais domésticos e selvagens assim como seres humanos (Plutzer et al. , 2010).  
1.2.1. Taxonomia 
Na classificação de 1980, amplamente utilizada, os Protozoa são considerados um 
Sub-Reino com sete Filos. Os Sarcomastigophora (contendo o Mastigophora e o 
Sarcodina), Apicomplexa, Microspora, Myxozoa e Ciliophora contêm parasitas 
importantes. A classificação mais recente estabelece os Protozoa como um Reino 
eucariota basal e reconhece treze filos. Os flagelados, pertencentes na classificação 
anterior aos Mastigophora são agora distribuídos por quatro filos, Metamonada, 
Parabasalia, Percolozoa e Euglenozoa. Estas novas perspetivas resultaram não só de 
estudos de sequências moleculares mas por também por integração destes com 
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numerosas outras linhas de evidência genética, estrutural e bioquímica. Portanto, na 
sistemática antiga, baseada na morfologia, Giardia pertence ao Filo 
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora (=Flagellata), Classe Zoosmastigophora, 
Ordem Diplomonadida e Família Hexamitidae . De acordo com a nova sistemática 
baseada em dados genéticos, estruturais e bioquímicos, Giardia pertence ao Filo 
Metamonada, Subfilo Trochozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe Trepomonadea, 
Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Família Giardiidae (Morrison et al. , 2007).  
Giardia é um organismo eucariótico unicelular muito invulgar, relativamente antigo, que 
partilha muitas características com os procariotas anaeróbios. Giardia carece de 
compartimentos subcelulares comuns nos eucariotas tais como as mitocôndrias, 
peroxissomas e aparentemente também um aparelho de Golgi tradicional. Durante o 
encistamento, ocorre a formação regulada de grandes compartimentos secretores que 
contêm material da parede dos cistos. Apesar da falta de semelhanças morfológicas, 
estas vesículas específicas do encistamento (Encystation-specific Vesicle – ESVs) 
apresentam várias características bioquímicas das cisternas do aparelho de Golgi em 
maturação. A comparação entre os pequenos RNAs nucleolares (small nucleolar 
RNAs) identificados nos Archae e nos eucariotas unicelulares sugere que Giardia 
emergiu mais tarde que Trypanosoma e Euglena durante a evolução primitiva dos 
eucariotas Excavata (Plutzer et al., 2010).  
 
1.2.2. Espécies de Giardia 
São distinguidas seis espécies de Giardia com base em características identificadas 
por microscopia ótica (forma do trofozóito e corpo mediano) e microscopia eletrónica 
(Fig. 1). Cinco destas espécies estão representados em isolados de anfíbios (G. 
agilis), aves (G. ardeae, G. psittaci), ratinhos (G. muris) e ratazanas (G. microti). A 
sexta espécie inclui estirpes de Giardia isoladas de um grupo alargado de outros 
mamíferos hospedeiros e agrupadas por Filice em 1952 (Filice, 1952) uma vez que 
partilhavam características morfológicas e, em particular, tinham estruturas 
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1.2.3. Grupos, subgrupos e genótipos de Giardia 
Estudos de genética molecular demonstraram que G. duodenalis é um complexo de 
espécies que consistem em pelo menos oito grupos (assemblages) principais (Monis 
et al. , 2003). Estes grupos, que diferem uns dos outros substancialmente, 
provavelmente representam espécies distintas mas estas ainda não foram nomeadas. 
A maioria destes grupos parece ter preferências pelo hospedeiro distintas (por 
exemplo, Grupo C para os cães) ou ter uma extensão limitada de hospedeiros (por 
exemplo, Grupo E para gado com cascos). Apenas dois destes grupos - Grupo A e B - 
possuem genótipos que foram isolados em humanos. Os genótipos do grupo B 
parecem ser específicos dos humanos. Da mesma forma, os isolados pertencentes ao 
genótipo II do grupo A também parecem ser específicos dos humanos. Apenas um 
genótipo de G. duodenalis , genótipo I do grupo A, foi isolado de hospedeiros humanos 
e animais. Este genótipo parece ter uma distribuição muito dispersa e era 
habitualmente isolada nos anos 80 e início de 90, embora pareça ser menos 
prevalente atualmente (Monis and Thompson, 2003). 
 
1.2.4. Epidemiologia 
Os cistos de Giardia são transmitidos por via fecal-oral, tanto direta como 
indiretamente. Os mecanismos potenciais de transmissão incluem: pessoa para 
pessoa, animal para animal, zoonótica (animal para humano, humano para animal), 
através da água, por humanos ou animais, pela água para consumo ou por contacto 
Fig. 1 – Características morfológicas de um trofozoito de Giardia (Thompson et al. , 1993). 
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em atividades recreativas tal como em piscinas e também através dos alimentos, por 
contaminação da água usada na preparação dos alimentos ou pelo processo de 
manufatura e manuseamento dos alimentos (Karanis et al., 2007).  
 
1.2.5. Transmissão pela água 
Mais de 100 surtos de giardíase com origem na água foram descritos até 2004 em 
todo o Mundo (Tabela 2) (Karanis et al., 2007). O maior surto descrito até hoje 
relacionado com água para consumo ocorreu na Noruega, em 2004, afetando cerca de 
1500 pessoas. Este surto foi causado por G. duodenalis do grupo B (Robertson et al. , 
2006).  
Deficiências no processo de tratamento de água para consumo estão entre as razões 
mais frequentemente citadas para a ocorrência de surtos de giardíase, incluindo 
barreiras insuficientes e operação do processo de tratamento inadequado e ineficaz 
(Karanis et al., 2007). 
O risco de contrair giardíase aumenta com o tempo de exposição ao agente 
patogénico contaminante (Astrom et al. , 2007). Particularmente em áreas em que as 
concentrações de Giardia no ambiente são elevadas, isto vem dar ênfase à 
importância de um programa de monitorização bem concebido e bem implementado 
no qual são medidas as concentrações de Giardia. Cerca de 90% dos surtos de 
protozoários foram descritos como resultantes de deficiências de filtração. Pelo 
contrário, nas gastroenterites de origem bacteriana e viral e nos surtos de misturas de 
agentes patogénicos, 75% dos problemas de tratamento são devidos a deficiências na 
desinfeção (Risebro et al. , 2007).   
 
1.2.6. Ciclo de vida 
Giardia tem um ciclo de vida bastante simples consistindo em apenas duas fases (Fig. 
2). A fase infeciosa consiste num cisto que é transmitido nas fezes e ingerido pelo 
hospedeiro. A exposição ao ácido no estômago e aos sais biliares estimula a 
libertação dos trofozoitos do cisto. Os trofozoitos aderem e colonizam a superfície do 
intestino. Enquanto os trofozoitos passam no intestino delgado ocorre o encistamento 
e passam nas fezes (Monis and Thompson, 2003).  
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1.2.7. Tratamento e profilaxia 
Apesar de terem passado mais de 320 anos desde que o agente etiológico da 
giardíase foi observado pela primeira vez por van Leeuwenhoek, Giardia duodenalis 
(syn G. intestinalis, G. lamblia) continua a ser um dos parasitas protozoários mais 
frequentemente descritos nos humanos em todo o Mundo (Robertson et al. , 2010).  
A infeção por Giardia está normalmente associada à ocorrência de diarreia mas tanto 
pode ser assintomática como responsável por um espectro clinico muito alargado, 
sendo que os sintomas podem ir de agudos a crónicos; a diarreia pode ocorrer com ou 
sem síndrome de mal-absorção; pode ocorrer náusea, vómitos e perda de peso. 
Ocasionalmente, a infeção por Giardia pode estar associada a prurido e urticária, 
uveíte, sensibilidade aos antigénios dos alimentos e sinovite. As crianças podem sofrer 
consequências mais graves, incluindo atraso no crescimento e desenvolvimento, 
atraso na função cognitiva e efeitos adversos no estado nutricional. Para o tratamento 
da giardíase estão disponíveis pelo menos seis classes diferentes de fármacos, com 
diferentes mecanismos, mas normalmente os compostos de 5-nitroimidazole são os 
agentes escolhidos. Alguns pacientes têm sintomas ligeiros e sem consequência que 
se resolvem espontaneamente ou respondem imediatamente ao tratamento com um 
Fig. 2 – Ciclo de vida da Giardia (adaptado de www.cdc.gov). 
Contaminação da água, alimentos 
ou mãos com cistos infecciosos 
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Os trofozoitos também 
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Cisto Trofozóitos 
= Estado infeccioso 
= Estado diagnóstico 
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composto de 5-nitroimidazole. Outros têm sintomas graves e persistentes para os 
quais o tratamento é ineficaz e apresentam sequelas que persistem mesmo depois do 
parasita ter sido eliminado, afetando a sua qualidade de vida e causando desconforto 
e dor contínua no paciente. A maioria dos pacientes encontra-se entre estes dois 
extremos.  
A giardíase crónica não é um conceito novo e pode desenvolver-se se a infeção não 
for tratada. A infeção crónica está normalmente associada a diarreia e má absorção 
intestinal, resultando em esteatorreia, deficiência da lactase e de vitamina A, B12 e 
folato. Após o surto de giardíase que ocorreu em Bergen, na Noruega, em 2004 
(Robertson et al., 2006), com 1262 casos confirmados em laboratório, foi efetuado um 
estudo prospetivo em que se demonstrou que 32% (40/124) dos pacientes com 
sintomas persistentes apresentavam uma infeção crónica por Giardia, com uma média 
de duração da doença de 7 meses (Hanevik et al. , 2007). 
As defesas do hospedeiro contra a infeção por Giardia envolvem processos 
imunológicos e não-imunológicos da mucosa intestinal e a variabilidade da doença 
pode ser em parte explicada pelo estado imunitário do hospedeiro, que também 
influencia a suscetibilidade à infeção e a gravidade da doença. Experiências em 
ratinhos indicaram um papel crucial da imunoglobulina A (IgA) e de uma proteína de 
transporte da imunoglobulina, o recetor Ig polimérico, na defesa do hospedeiro contra 
a Giardia (Langford et al. , 2002). 
 
1.3. Cryptosporidium 
Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis são parasitas protozoários 
entéricos obrigatórios que infetam o trato gastrointestinal de animais e humanos 
causando criptosporidiose. Descrito pela primeira vez por Ernest Edward Tyzzer em 
1907, Cryptosporidium não foi reconhecido como um agente patogénico até 1955, 
após um surto de diarreia numa criação de perus. A infeção foi principalmente 
observada em vitelos e borregos até 1976, altura em que foram descritos dois casos 
de criptosporidiose em humanos. Com a emergência do Síndrome de Imunodeficiência 
Adquirida (SIDA) nos anos subsequentes, a criptosporidiose foi reconhecida como um 
agente causador de diarreia em indivíduos com sistemas imunitários comprometidos. 
No entanto, o parasita não foi reconhecido como um agente causador de doença 
transmitida pela água em indivíduos imunocompetentes até 1987 (Rose, 1988). O 
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Centro para o Controlo e Prevenção de Doenças (Centre for Disease Control and 
Prevention) em Atlanta, EUA atribuiu 71% dos surtos de doenças transmitidas pela 
água em 1993 e 1994 a C. parvum e Giardia lamblia, que causam criptosporidiose e 
giardíase, respetivamente (Gostin et al. , 2000). A incidência de criptosporidiose é de 
cerca de 40% para a população em risco, comparado com 5-10% para a giardíase 
(Smith and Rose, 1990). Por várias razões, estes parasitas são agentes patogénicos 
com importância significativa nos países desenvolvidos. A natureza robusta e indígena 
dos cistos e oocistos, a resistência a técnicas convencionais de desinfeção por cloro, a 
capacidade de passarem através dos processos físicos de tratamento da água, a dose 
infeciosa baixa e os modos de transmissão contribuem para a persistência destes 
parasitas no ambiente. Logo, o risco de transmissão destes organismos pela água, 
pela via fecal-oral, é um problema global na segurança da água para consumo (Carey 
et al. , 2004). 
 
1.3.1. Taxonomia 
C. parvum pertence ao Filo Apicomplexa (possui um complexo apical), Classe 
Sporozoasida (reproduz-se por ciclos assexuais e sexuais), Suclasse Coccidiasina, 
Ordem Eucoccidiida, Subordem Eimeriina e Família Cryptosporidiidae. As 
características únicas que distinguem o C. parvum de outros Coccidia incluem 
resistência a agentes anti-microbianos, capacidade de auto-infeção e a localização 
que ocupam no interior das células do hospedeiro (Boulter-Bitzer et al. , 2007).   
No passado, havia dois genótipos predominantes de C. parvum reconhecidos como 
infeciosos para os humanos: o genótipo ‘humano’ (designado genótipo I ou H) 
observado exclusivamente em isolados de infeções em humanos e primatas não-
humanos, e um genótipo do ‘gado’ (designado por genótipo II ou C) encontrado em 
gado pecuário doméstico e outros animais (por exemplo ratinhos, bezerros, cabras, 
cordeiros e cavalos) e humanos. Estas diferenças levaram Morgan-Ryan e 
colaboradores (Morgan-Ryan et al. , 2002) a proporem o genótipo humano como uma 
nova espécie, C. hominis. C. parvum e C. hominis são morfologicamente 
indistinguíveis. Um estudo sobre a diferença entre a infeção de C. hominis e a de C. 
parvum mostrou que um risco acrescido de sequelas não intestinais (dor nas 
articulações, dor nos olhos, dor de cabeça recorrente e fadiga) estava associada à 
infeção por C. hominis mas não por C. parvum (Hunter et al. , 2004).  
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Caccio (2005) apresentou um excelente sumário de resultados obtidos através da 
técnica de PCR (amplificação por reação da polimerase em cadeia – Polymerase 
Chain Reaction) de mais de 3500 amostras de fezes que confirma que C. hominis e C. 
parvum representam mais de 90% dos casos e agentes causadores de 
criptosporidiose em humanos. Relativamente à infeção nos humanos, foi demonstrado 
que C. hominis é mais prevalente no Norte e Sul da América, Austrália e Africa 
enquanto que C. parvum é mais prevalente na Europa (especialmente no Reino 
Unido).  
 
1.3.2. Ciclo de vida 
O ciclo de vida de C. parvum tem uma fase exógena de oocisto, com o resto do seu 
ciclo de vida sendo completado no epitélio intestinal do hospedeiro (Tzipori and Ward, 
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Fig. 3 – Ciclo de vida de Cryptosporidium (adaptado de www.cdc.gov). 
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O diâmetro de cada oocisto varia de 4 a 6 μm. Cada oocisto contem 4 esporozoitos 
que são libertados através de uma sutura que se abre ao longo da parede do oocisto. 
A fase endógena começa quando o oocisto é ingerido por um hospedeiro suscetível e 
os esporozoitos excistados invadem as células epiteliais do trato gastrointestinal e 
respiratório e iniciem o seu desenvolvimento assexual. Após a aderência da parte 
terminal anterior do esporozoito à superfície do lúmen de uma célula epitelial nas 
microvilosidades, cada esporozoito diferencia-se num trofozoito esférico que pode 
depois dividir-se durante a multiplicação assexual. C. parvum apresenta dois tipos de 
esquizontes ou merontes (Fig 4).  
 
Os esquizontes tipo I desenvolvem seis a oito núcleos, cada um incorporado num 
merozoito. Os merozoitos maduros abandonam o esquizonte para infetarem uma outra 
célula hospedeira e se desenvolverem num outro esquizonte do tipo I ou II que produz 
quatro merozoitos. A gametogonia (multiplicação sexual) pensa-se que se desenvolve 
apenas a partir de esquizontes do tipo II após a infeção de novas células do 
hospedeiro e por diferenciação num estádio de microgamonte (masculino) ou 
macrogamonte (feminino). Assim que o microgamonte se torna multi-nucleado, cada 
núcleo é incorporado num microgâmeta (equivalente a uma célula espermática), 
Fig. 4 – Desenho do ciclo de vida do Cryptosporidium (American Society for Microbiology, 1986). 
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enquanto os macrogamontes se mantêm uninucleados (equivalente ao ovo). Pensa-se 
que apenas os macrogamontes fertilizados se desenvolvem em oocistos, que podem 
ter uma parede fina ou grossa (thin-walled ou thick-walled, respetivamente). Os 
oocistos podem ser excretados numa concentração de cerca de 100 000 oocistos  por 
grama de fezes. Os oocistos com parede fina são excistados e reinfetam o hospedeiro, 
enquanto que os oocistos com parede grossa saem do trato intestinal para infetar 
outros hospedeiros. Uma merogonia repetida na primeira geração, assim como a 
produção de oocistos esporulados com parede fina permite que o parasita persista 
dentro de um único hospedeiro (i.e. autoinfeção).  
O ciclo desde a ingestão dos oocistos de C. parvum até ser completado o ciclo 
endógeno e a excreção dos novos oocistos (designado por período pré-patente) pode 
ir de 4 a 22 dias. O período patente, ou duração da excreção de oocistos varia de 1 a 
20 dias nos humanos (DuPont et al. , 1995). A transmissão dos oocistos através do 
ambiente, principalmente pela água, é facilitada pelo facto dos oocistos serem estáveis 
e poderem sobreviver durante semanas a meses no meio ambiente. 
 
1.3.3. Dose infeciosa 
Apesar de existirem numerosos estudos sobre o assunto, não existe ainda um 
consenso em relação ao número de oocistos necessário para causar infeção em 
humanos. Isto porque existe um numero de variáveis que influenciam o 
desenvolvimento da infeção, incluindo a imunocompetência e outras características da 
saúde do hospedeiro tais como a idade, uma exposição prévia e o estado de saúde 
geral, assim como a estirpe do parasita e a influência de outras variações genotípicas 
que ainda não são bem conhecidas. O estudo de Dupont e colaboradores (DuPont et 
al., 1995) determinou a dose infeciosa de C. parvum em 29 voluntários saudáveis com 
idades compreendidas entre 20 e 45 anos e que não tinham evidência serológica de 
uma infeção prévia. Uma dose única de 30 a 1 milhão de oocistos de C. parvum foi 
ingerida pelos participantes. De todos os voluntários, 62% foram infetados, tal como 
determinado pela excreção dos oocistos e desenvolvimento de sintomas clínicos que 
incluíram dor abdominal, náuseas, cólicas e diarreia. A ingestão de 30 oocistos foi 
suficiente para causar infeção em 20% dos voluntários. Dos que ingeriram 1000 ou 
mais oocistos, 100% foram infetados, resultando numa dose infeciosa média (ID50) 
(dose infeciosa em 50% da população) de 132 oocistos.  
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Pensa-se que a imunização é uma das razões para a baixa frequência de doença 
causada pela exposição aos oocistos de Cryptosporidium. Esta pode desenvolver-se 
por exposições repetidas a baixas doses de oocistos presentes água para consumo 
proveniente da superfície. É de interesse notar que a gravidade de persistência dos 
sintomas de criptosporidiose está relacionada com a imunocompetência do hospedeiro 
e podem ser influenciados por respostas imunitárias de infeções prévias. Por exemplo, 
Frost e colaboradores (Frost et al. , 1997) observaram que durante algumas epidemias 
transmitidas pela água, os residentes adultos da cidade afetada tinham um menor 
risco de apresentarem doença do que visitantes e crianças residentes. Eles sugeriram 
que os residentes adultos tinham menos probabilidade de apresentar doenças devido 
aos efeitos protetores de infeção anteriores. Estes autores observaram que indivíduos 
com níveis serológicos elevados dos grupos 15/17 e 27-kDa (kilo daltons) de 
antigénios de C. parvum tinham menos risco de desenvolver doenças relacionadas 
com Crypstosporidium (Frost et al. , 2005).  
 
1.4. Novas metodologias de deteção  
A deteção dos cistos e oocistos em amostras ambientais é efetuada primariamente por 
filtração, concentração por centrifugação e por citometria de fluxo. A citometria de fluxo 
permite a análise de volumes grandes mas tem um limite de deteção de cerca de 100 
parasitas por litro, portanto normalmente é necessária uma filtração prévia. Os cistos 
são detetados classicamente por microscopia após coloração histoquímica com a 
exclusão por eosina atuando como uma medida de viabilidade. Técnicas imunológicas 
e moleculares substituíram largamente o diagnóstico de Crypstosporidium e Giardia 
por coloração (Bouzid et al., 2008).  
Os genomas completos estão agora disponíveis para os principais parasitas 
protozoários transmitidos pela água. As sequências dos genomas de C. parvum e C. 
hominis foram publicadas em 2004 (Abrahamsen et al. , 2004, Xu et al. , 2004) e 
permitiram identificar determinantes da espécie. A sequência do genoma da G. 
duodenalis está também descrita mas apenas de um dos genótipos (Morrison et al., 
2007). 
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Os métodos moleculares oferecem não só a vantagem da deteção ser muito sensível 
mas também a capacidade de discriminar entre genótipos. A técnica de PCR é usada 
intensivamente para a deteção e genotipagem de Cryptosporidium e Giardia. Para 
Cryptosporidium, existe uma variedade de genes alvo (COWP, hsp70, ssrRNA, ITS1-
2, 18S rDNA, Gp60, Trap1-2, DHFR). O PCR nested e o PCR em tempo real foram 
desenvolvidos para terem sensibilidade para detetar apenas um oocisto. A técnica de 
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) do gene COWP diferencia C. 
parvum, C. hominis e C. wrairi e o PCR-RFLP do SSU rRNA descrimina C. parvum, C. 
muris e C. baileyi. Recentemente, foi desenvolvido um método sensível para amostras 
ambientais utilizando uma deteção por PCR-hibridização. Para Giardia, o PCR de 
marcadores tais como o RNA ribossomal 18S e o fator de elongação 1  foi usado para 
determinar a espécie e o grupo e mais recentemente o gene da triose phosphate 
isomerase (tpi) foi usado para determinar o subgrupo (Bouzid et al., 2008). 
Recentemente têm sido desenvolvidas novas tecnologias para a deteção de agentes 
patogénicos transmitidos pela água, nomeadamente nas seguintes áreas: 
biossensores, microarrays de DNA, PCR multiplex quantitativo, em tempo real e 
espectroscopia de massa.  
 
1.5. Métodos de tratamento da água 
Os surtos de criptosporidiose e giardíase transmitidos pela água para consumo 
contaminada estão principalmente associados a um tratamento sub-ótimo. Os oocistos 
de Cryptosporidium parvum são particularmente resistentes à remoção e inativação 
por tratamento convencional (coagulação, sedimentação, filtração e desinfeção por 
cloro) que os cistos de Giardia lamblia; logo, uma investigação intensiva tem-se focado 
na otimização dos processos de tratamento e na aplicação de novas tecnologias para 
reduzir a concentração de oocistos viáveis/infeciosos para uma quantidade que não 
provoque doença. Estudos demonstram que a remoção dos cistos de protozoários ao 
longo de todas as fases do processo de tratamento convencional é largamente 
influenciada pela eficácia do pré-tratamento por coagulação, que constitui juntamente 
com o processo de decantação a primeira barreira no tratamento contra a passagem 
de protozoários. A remoção física de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia 
da água é atingida em ultima instância por filtros convencionais que funcionem 
corretamente, desde que um pré-tratamento eficaz da água tenha sido realizado. A 
desinfeção por métodos físicos ou químicos é finalmente necessária para 
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inativar/remover os estádios infeciosos destes organismos. A eficácia de 
procedimentos de desinfeção convencionais (cloragem) e alternativos (dióxido de 
cloro, ozonização e irradiação por ultravioleta) para a inativação de Cryptosporidium é 
foco de muita investigação devido à natureza resistente dos oocistos aos desinfetantes 
(Betancourt and Rose, 2004). 
 
1.5.1. Coagulação-floculação 
A coagulação é o processo primário usado para promover a aglomeração de partículas 
finas que provocam turvação na água. Este processo é seguido por floculação e os 
dois combinados constituem um processo de separação sólido-liquido no tratamento 
da água para destabilizar o material dissolvido e impurezas coloidais e produzir grande 
agregados de flocos que podem ser removidos da água nos processos subsequentes 
de decantação/filtração. Os sais baseados em alumínio, ferro ou polímeros orgânicos 
são os químicos coagulantes mais comuns no tratamento da água. A aglutinação do 
precipitado é considerada o mecanismo ótimo de coagulação para a remoção de 
cistos de protozoários em sistemas de tratamento de água. Estudos demonstraram 
que a remoção de Cryptosporidium ao longo de todos os estádios do processo de 
tratamento convencional é largamente influenciada pela eficácia do pré-tratamento de 
coagulação (Betancourt and Rose, 2004).  
 
1.5.2. Decantação 
A decantação é a primeira barreira no tratamento contra a passagem de protozoários 
durante o tratamento da água convencional. Este processo é atingido através de 
sedimentação, que permite que massas de partículas floculares grandes sedimentem 
antes da filtração. A flotação por ar dissolvido (DAF – Dissolved Air Flotation), que é 
um processo de decantação alternativo à sedimentação, permite a remoção de 
partículas floculares frágeis encontradas no tratamento da água devido à aderência a 
bolhas de ar. Foi demonstrado que esta técnica (DAF) é muito mais eficiente que a 
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A remoção física da turvação e dos microrganismos da água é finalmente atingida por 
filtração. Os filtros num processo de tratamento convencional de água são 
considerados a ultima barreira para a libertação de partículas e de cistos de 
protozoários no sistema de distribuição. Durante a filtração, a água passa por uma 
estrutura porosa constituída por uma variedade de materiais que podem ser 
compostos por areia ou terra de diatomáceas ou uma combinação de carvão antracite 
grosso sobre areia fina. A remoção das partículas em suspensão ocorre por filtração 
através dos poros da camada de filtração, por adsorção das partículas aos grãos do 
filtro, por sedimentação das partículas enquanto estão nos poros do meio, por 
coagulação enquanto passam pelos poros e por mecanismos biológicos tais como 
filtração lenta na areia. Esta é assegurada pela ação de filtração de uma camada 
superior de areia e partículas (solo fino, restos de plantas, algas, protozoários não-
patogénicos) que são removidos da água à medida que esta passa na camada de 
areia do filtro (Betancourt and Rose, 2004). 
 
1.5.4. Desinfeção 
A desinfeção é o processo pelo qual a viabilidade/capacidade de infeção de um 
organismo é destruída. A desinfeção da água é conseguida através de desinfetantes 
químicos ou físicos e o mais comum destes é o cloro e esta desinfeção é referida 
como cloragem. Apesar de se saber que os cistos de Giardia são muito mais 
resistentes que as bactérias a esta desinfeção, é possível destruir os cistos com uma 
elevada concentração e tempo de contacto com o desinfetante. No entanto, 
Cryptosporidium é um dos organismos mais resistentes na água e não foi observada 
nenhuma inativação após 18h de contacto com cloro em muito elevadas 
concentrações e nenhuma inativação foi observada com cloraminas. Logo, o alvo 
primário de uma desinfeção eficiente de protozoários tem sido Cryptosporidium. 
Desinfetantes alternativos incluindo dióxido de cloro, ozono e irradiação ultravioleta 
tem sido foco de muita investigação. O dióxido de cloro consegue inativar os oocistos 
(cerca de 90%); no entanto, a irradiação por UV e o ozono têm sido mais estudados. A 
luz ultravioleta tem várias vantagens: (i) é um processo físico que não se baseia na 
adição de substâncias químicas; (ii) foi demonstrado ser altamente eficiente na 
inativação de protozoários, enquanto que os vírus se mantêm os mais resistentes; (iii) 
necessita de tempos de contacto relativamente curtos e (iv) não existem subprodutos 
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(derivados) de UV identificados até à data. As desvantagens são: (i) diferenças no 
rendimento entre várias lâmpadas de UV, o desenho de reatores e problemas de 
expansão do tratamento; (ii) incapacidade na prática de medir a dose da lâmpada; (iii) 
interferência da turvação e (iv) o efeito residual de desinfeção não é duradouro. Doses 
relativamente baixas de UV conseguem inativar 99-99.9% de oocistos de C. parvum e 
de cistos de G. lamblia. Apesar dos oocistos de C. parvum conseguirem reparar os 
erros no DNA induzidos pela irradiação com UV não são capazes de recuperar a sua 
natureza infeciosa após a exposição aos UV. O ozono foi primeiramente usado como 
um desinfetante de água para consumo há cerca de 100 anos em França e existem 
mais de 2000 estações de tratamento de água em todo o Mundo que utilizam ozono.  
As vantagens da desinfeção por ozono são: (i) é um desinfetante altamente eficiente 
para todos os grupos de micro-organismos em particular de vírus e bactérias; (ii) 
produz muito poucos subprodutos de desinfeção e (iii) geradores de ozono conseguem 
tratar grandes volumes de água. As desvantagens do ozono são: (i) pode produzir 
bromato como um subproduto da desinfeção se a água contiver brometo; (ii) não há 
um efeito residual duradouro e (iii) tem ume eficácia reduzida em água fria. Em climas 
temperados, o ozono pode ser apropriado para desinfeção e doses significativamente 
baixas por períodos muito curtos de tempo de contacto (1 minuto) são capazes de 
inativar até 99% dos cistos e oocistos (Betancourt and Rose, 2004).  
Os oocistos de Cryptosporidium e os cistos de Giardia são organismos que podem ser 
fisicamente removidos de estações de fornecimento de água por processos 
convencionais de separação de partículas incluindo coagulação-floculação química, 
decantação (sedimentação) e filtração por meios granulares. Uma remoção eficiente 
de cistos de protozoários pode ser atingida desde que os filtros convencionais estejam 
a funcionar apropriadamente quando a água é tratada por coagulação, floculação e 
sedimentação antes da filtração de um modo eficiente.  
 
1.6. Estudos realizados em Portugal 
Um estudo analisou a presença de Cryptosporidium e Giardia em amostras de água 
para consumo humano no Norte de Portugal (Almeida et al. , 2010). Foram analisadas 
amostras provenientes de 5 bacias hidrográficas, nomeadamente Douro, Lima, Ave, 
Cávado e Minho. Apesar de no geral a maioria das amostras se mostrarem negativas 
para a presença de Cryptosporidium e Giardia (124 em 167 amostras), cerca de 26% 
das amostras revelaram-se positivas, sendo que estas estavam distribuídas por todas 
FCUP 
Cryptosporidium e Giardia em águas naturais: 




as bacias hidrográficas analisadas. No entanto, a bacia do Douro foi a que apresentou 
um valor menor de amostras positivas e a bacia do Ave o valor mais elevado. Num 
outro estudo em amostras de água bruta dos mesmos rios do Norte de Portugal, 
Almeida e colaboradores verificaram que 73% das 283 amostras analisadas se 
revelaram positivas para a presença destes parasitas (Almeida et al. , 2012). 
Adicionalmente, os níveis de contaminação eram bastante altos, variando de 0,17-
50000 cistos de Giardia por 10L de água e 0,2-726,1 oocistos de Cryptosporidium por 
10L (Almeida et al. , 2012). Um outro estudo em Portugal verificou que oocistos de 
Cryptosporidium estavam presentes em 53% (37/69) e 41% (44/106) das amostras de 
água bruta e tratada, respetivamente. Adicionalmente, cistos de Giardia foram 
detetados em 58% (40/69) e 26% (27/106) de amostras de água bruta e tratada, 
respetivamente (Lobo et al. , 2009).  
 
1.7. Caracterização dos rios Douro, Paiva, Ferreira, Ferro e 
Vizela 
As Estações de Tratamento de Água localizam-se na bacia hidrográfica do Douro de 
acordo com o mapa da figura 5. 
 
 
Fig. 5 – Localização das Estações de Tratamento de Água  
FCUP 
Cryptosporidium e Giardia em águas naturais: 





1.7.1. Rio Douro 
O rio Douro nasce em Espanha, nos picos da serra de Urbión, (Sória), a 2080 metros 
de altitude e tem a sua foz na costa atlântica, na cidade do Porto. A Bacia Hidrográfica 
do Douro tem uma superfície de aproximadamente 18710 km2. O seu curso tem o 
comprimento total de 850 km. Desenvolve-se ao longo de 112 km de fronteira 
portuguesa e espanhola e de seguida 213 km em território nacional. A sua altitude 
média é de 700 metros.  
 
No início do seu curso é um rio largo e pouco caudaloso. De Zamora à sua foz, corre 
entre fraguedos em canais profundos. O forte declive do rio, as curvas apertadas, as 
rochas salientes, os caudais violentos, as múltiplas irregularidades, os rápidos e os 
inúmeros "saltos" ou "pontos" tornavam este rio indomável. Aproveitando o elevado 
desnível, sobretudo na zona do Douro internacional, o desnível médio é de 3m/km, a 
partir de 1961, foi levado a cabo o aproveitamento hidroelétrico do Douro.  
 
Com a construção das barragens, criaram-se grandes albufeiras de águas tranquilas, 
que vieram incentivar a navegação turística e recreativa, assim como a pesca 
desportiva. Excluindo-se os períodos de grandes cheias, pode dizer-se que o rio ficou 
domado definitivamente.  
 
No seu curso, entre Bemposta e Picote, pode ser visto, nas suas águas espelhadas, 
tudo o que rodeia este ambiente: as nuvens, o sol, os montes, as fragas e as aves. 
Nas fragas mais altas podem ser vistas aves de rapina, guardando os seus ninhos.  
Viajando até junto do Douro, que serpenteia entre as arribas, pode ver-se onde vivem 
e/ou nidificam abutres (Neophron percnopterus), grifos (Gyps fulvus), águias, pombos 
bravos (Columba oenas), andorinhas (família Hirundinidae), etc., e nas ladeiras do 
mesmo, a perdiz (Perdix perdix), a rola (Streptopelia turtur), o estorninho (Sturnus 
spp.), os melros (Turdus merula), o papa figo (Oriolus oriolus), etc.  
 
Dentro das matas de zimbros, estevas, carvalhos, sobreiros e pinheiros e outras 
variedades de vegetação das encostas do Douro, podem ainda encontrar-se espécies 
cinegéticas, que são uma das maiores riquezas naturais da região: o corço (Capreolus 
capreolus), o javali (Sus scrofa), o coelho (Oryctolagus cuniculus), a lebre (Lepus 
europaeus), o lobo (Canis Lupus), a raposa (Vulpes vulpes), o texugo (Meles meles), a 
geneta (Genetta genetta), etc. 
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1.7.2. Rio Paiva 
O rio Paiva é um rio português de média dimensão que nasce na Serra da Nave em 
Moimenta da Beira e desagua no Douro em Castelo de Paiva, com um comprimento 
de cerca de 111 km e uma área de bacia de 77 km2. Foi considerado ainda não há 
muitos anos o rio menos poluído da Europa, e ainda hoje é local de desova da truta 
(Salmo truta). Tem como principais afluentes os seguintes cursos de água: Rio de 
Frades, Rio Paivô.  
 
O rio Paiva corre num vale com vertentes de declive suave, predominando os matos, 
campos agrícolas e prados; no seu troço médio corre num vale encaixado com matos 
e manchas de pinheiro; nas margens alternam troços rochosos com afloramentos e 
bancos de pedras e troços com margens de terra, apresentando uma vegetação 
ripícola bem conservada e desenvolvida.  
 
O rio Paiva apresenta uma vegetação ripícola com Amieiros (Alnus glutinosa) e 
Salgueiros (Salix spp) relativamente bem conservada e frequentemente bordejada por 
carvalhais de Carvalho Alvarinho (Quercus robur) fragmentários. Em termos de 
qualidade da água, o rio Paiva é considerado um dos melhores da Europa. Para o lobo 
(Canis lupus) constitui uma importante zona de passagem/ligação entre as Serras de 
Montemuro, Freita/Arada e Lapa/Leomil e a alcateia de Mões. Engloba uma área 
importante para a conservação da Toupeira de água (Galemys pyrenaicus) .  
 
A principal ameaça provém da invasão pelas acácias (Acacia spp.) e dos frequentes 
povoamentos monoculturais de eucaliptos (Eucalyptus), implementação de pequenos 
e grandes empreendimentos hidroelétricos; casos pontuais de extração e lavagem de 
inertes. 
 
1.7.3. Rio Ferreira 
O rio Ferreira nasce na Raimonda, em Paços de Ferreira e desagua no lugar da 
Ribeira, no Rio Sousa. Percorre cerca de 30 km pelas freguesias de Paços Ferreira, 
Valongo e Gondomar. Diziam as Memórias Paroquiais acerca do Rio Ferreira: "nasce 
na serra de Santa Águeda, e tem o seu princípio com duas fontes, que nascem 
separadas meio quarto de légua; uma nasce em São Pedro de Raimonda, outra em 
São João de Codeços, freguesias do Arcebispado de Braga; estas fontes juntam-se 
ambas por baixo da Ponte de Sobrão na freguesia de Paços de Ferreira, que dista de 
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seus nascimentos uma légua". Atravessa S. Pedro da Cova na direção N. S. 
banhando as povoações de Couce, Belói, Carvalhal e Méguas.  
 
1.7.4. Rio Vizela  
O rio Vizela nasce na Serra de Cabeceiras (Alto de Morgair), entre as freguesias de 
Aboim e Gontim (Fafe). Tem uma extensão de cerca de 40 km. É um rio português 
que corre em direção geral sudoeste até perto de Jugueiros, em Felgueiras. Aí segue 
para oeste em direção a Vizela para desaguar na margem esquerda do rio Ave, perto 
de Vila das Aves. No seu percurso, na direção Nordeste-Sudoeste, banha 
sucessivamente os concelhos de Fafe, Felgueiras, Guimarães, Vizela e Santo Tirso.  
 
O seu nome deriva da palavra latina Avicela, que pode significar “pequeno rio” ou 
“pequena Ave” por ser afluente do rio Ave.  O rio Vizela tem as suas cabeceiras a uma 
cota superior aos 700 metros de altitude e vai desaguar, no Rio Ave, a cerca de 40 km 
a montante de Vila do Conde. Quer nas suas margens quer nas dos seus dois 
principais afluentes, rios Ferro e Bugio, encontram-se instaladas importantes unidades 
industriais, grandes consumidoras/utilizadoras de água.  
 
É um curso de água de média dimensão que corre, em geral, num vale pouco 
encaixado, onde dominam os campos agrícolas; no troço a montante de Vinhos, as 
encostas, com declive acentuado, apresentam matos, manchas de carvalho, pinheiro e 
eucalipto; as margens estão em geral bem conservadas, apresentando nos troços 
superiores, alguns pequenos muros de pedra e uma elevada cobertura por vegetação 
ripícola, com amieiros (Alnus miller) e carvalhos (Quercus spp.), salgueiros (Salix spp.) 
e alguns eucaliptos (Eucaliptus spp.). O substrato é granítico; alternam zonas com um 
declive do leito acentuado, com rápido, pedras emersas (por vezes grandes blocos), e 
tufos de vegetação no leito, e troços mais calmos, em geral de maior profundidade, 
dominando a areia e sedimentos finos do leito; aparente razoável qualidade da água 
nos troços médio e superior, no entanto, nos troços inferiores são localmente 
observadas situações de degradação da qualidade da água e a presença abundante 
de detritos sólidos nas margens do leito; ocorrência de lontra (Lutra lutra), alvéola 
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1.7.5. Rio Ferro 
Afluente do Vizela, o rio Ferro é um curso de água de pequena dimensão, corre num 
vale pouco encaixado, onde dominam os campos agrícolas, mas onde localmente 
surgem troços cujas encostas apresentam um declive acentuado; nas zonas de 
cabeceira, as margens estão bem conservadas com amieiros, salgueiros e, nalguns 
troços, com choupos e plátanos, como suporte das videiras marginais; para jusante de 
Fafe, alternam troços com vegetação ripícola bem conservada, essencialmente com 
amieiros, troços com visíveis situações de degradação das margens (destruição de 
vegetação ripícola e erosão) e troços em que a vegetação é constituída pelo estrato 
herbáceo e pelas árvores-suporte das videiras marginais.  
O rio aparenta uma boa qualidade da água nos troços de cabeceira; para jusante de 
Fafe pode ser observada uma diminuição da qualidade da água, acentuada para 
jusante de Armil; no troço final, em Ferro, a qualidade da água é sofrível, 
apresentando indicadores de poluição orgânica e química, que podem por em causa a 
sua capacidade de suportar fauna piscícola; nos troços de cabeceira, a fauna piscícola 
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2.1. Legislação portuguesa e comunitária 
 
Em Portugal a regulação da qualidade da água para consumo humano é definida pelo 
Decreto-Lei 306/2007 de 27 de Agosto (Fig. 6) que transpôs a Diretiva n.º 98/83/CE 
do Conselho de 3 de Novembro que também regula a qualidade da água para 
consumo humano nos Estados-membros da União Europeia.  
 
Fig.6 - Extrato do Decreto-Lei 306/2007, Anexo I (Partes e valores paramétricos), parte III (Parâmetros indicadores). 
 
A nota 6 da parte III (Parâmetros indicadores) do Anexo I (Partes e valores 
paramétricos), do Dec.-Lei 306/2007 refere o seguinte:  
“Caso se verifique o incumprimento deste valor paramétrico (Clostridium 
perfringens incluindo esporos), deve ser investigado todo o sistema de 
abastecimento para identificar existência de risco para a saúde humana devido à 
presença de outros microrganismos patogénicos, por exemplo, o 
Cryptosporidium. Os resultados de todas as investigações devem ser incluídos 
no relatório trienal.” 
 
Por outro lado, a Diretiva europeia 98/83/CE do Conselho, no seu anexo I, Parte C, 
Nota 2, em relação ao Cryptosporidium refere o seguinte: 
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“Este parâmetro só deve ser medido se a água tiver origem em/for influenciada 
por águas superficiais. No caso de incumprimento deste valor paramétrico, os 
Estados-membros deverão investigar o sistema de abastecimento para se 
assegurarem de que, da presença de microrganismos patogénicos, por exemplo 
criptosporídeos, não advém perigo para a saúde humana. Os Estados-membros 
incluirão no relatório os resultados de todas as investigações, nos termos do n.º 
2 do artigo 13.º.” 
 
Este Dec.-Lei 306/2007 apenas prevê a pesquisa de Cryptosporidium quando forem 
detetados esporos de Clostridium perfringens na água de consumo. Assim, a 
legislação portuguesa atualmente em vigor não obriga por controlo de rotina ou de 
inspeção a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium ou cistos de Giardia mas apenas 
em determinadas circunstâncias de caráter excecional, como é o caso de quando 
surgem esporos de C.perfringens em águas de consumo. 
 
2.2. Legislação internacional 
 
Em Espanha a regulação da qualidade da água para consumo humano é definida pelo 
Real Decreto 140/2003. Este Decreto estabelece que à saída das estações de 
tratamento de agua para consumo humano, quando a determinação de Clostridium 
perfringens seja positiva e quando o valor de turvação seja superior a 5 NTU, deve ser 
pesquisada a presença de outros microrganismos patogénicos, por exemplo, o 
Cryptosporidium. Assim, tal como em Portugal, a legislação espanhola atualmente em 
vigor não obriga por controlo de rotina ou de inspeção a pesquisa de oocistos de 
Cryptosporidium ou cistos de Giardia mas apenas em determinadas circunstâncias. 
No Reino Unido, a DWI (Drinking Water Inspectorate) for England and Wales SI 2000 
N.º 3184 estabelece que as companhias de água devem verificar diariamente se a 
quantidade de oocistos de Cryptosporidium é menor que 1 em cada 10 litros de água 
de consumo. 
 
No Brasil, a Portaria n.º 2.914, de 12 de Dezembro de 2011, no seu artigo 31.º 
estabelece que: 
§ 2º Quando a média aritmética da concentração de oocistos de Cryptosporidium 
spp. for maior ou igual a 3,0 oocistos/L no(s) pontos(s) de captação de água, 
recomenda-se a obtenção de efluente em filtração rápida com valor de turbidez 
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menor ou igual a 0,3 uT em 95% (noventa e cinco por cento) das amostras 
mensais ou uso de processo de desinfeção que comprovadamente alcance a 
mesma eficiência de remoção de oocistos de Cryptosporidium spp. 
§ 4° A concentração média de oocistos de Cryptosporidium spp. referida no § 2º 
deste artigo deve ser calculada considerando um número mínino de 24 (vinte e 
quatro) amostras uniformemente coletadas ao longo de um período mínimo de 
um ano e máximo de dois anos. 
 
Assim, em termos legislativos, enquanto que em Portugal e Espanha temos apenas a 
obrigação legal de pesquisar Cryptosporidium em determinadas circunstâncias, 
nomeadamente quando são detetados esporos de C.perfringens nas águas de 
consumo, existem já outros países como é o caso do Reino Unido e do Brasil 
onde a legislação é mais avançada, pesquisando-se Cryptosporidium por rotina 
sem que esta pesquisa esteja associada a outros valores paramétricos. 
 
As dificuldades na pesquisa de oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia, 
nomeadamente o elevado preço dos reagentes e consequente elevado custo das 
análises e, por outro lado, a morosidade do método e a falta de técnicos 
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3. Objetivos  
 
Os objetivos deste trabalho foram os seguintes: 
 
a) Descrever a importância da pesquisa de oocistos e cistos de Cryptosporidium e 
Giardia em águas naturais, sobretudo onde são realizadas captações de água para 
tratamento e posterior distribuição à população para consumo humano; 
 
b) Enquadrar em termos de legislação portuguesa, comunitária e internacional a 
pesquisa de oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia em águas naturais e para 
consumo humano; 
 
c) Caracterizar e comparar os rios Douro, Paiva, Ferreira, Ferro e Vizela em termos da 
presença de oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia entre 2008 e 2012; 
 
d) Avaliar a eficiência da metodologia de pesquisa de oocistos e cistos de 
Cryptosporidium e Giardia referida pela US EPA, “method 1623” implementada no 
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4. Material e métodos 
A metodologia adotada na pesquisa e quantificação de oocistos de Cryptosporidium e 
cistos de Giardia nas amostras de água dos rios Douro, Paiva, Ferreira, Ferro e Vizela 























Registar resultados no Sistema 
Informático de Gestão do Laboratório
 
Fig.7 - Fluxograma descritivo da metodologia de análise na pesquisa e quantificação de oocistos de Cryptosporidium e 
cistos de Giardia 
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A metodologia foi baseada no “US Method 1623: Cryptosporidium and Giardia in Water 
by Filtration/IMS/FA” da EPA -  Environmental Protection Agency, dos Estados Unidos 
da América e também na metodologia do sistema comercial Filta-Max Xpress da 
Idexx. Depois de filtrado um volume de 100 ou 1000 litros de amostra (consoante se 
trate de uma amostra de água bruta ou tratada), procedeu-se à eluição, usando uma 
solução tampão. Após a eluição, recolheu-se o volume eluído, aproximadamente 450 
mL e procedeu-se à centrifugação da amostra. Após a centrifugação, aspirou-se o 
sobrenadante, de forma a ficar um pellet de aproximadamente 8 mL. Seguidamente 
foram adicionados a este pellet beads magnéticas com anticorpos monoclonais anti-
Cryptosporidium e anti-Giardia. Posteriormente as amostras foram incubadas e 
efetuou-se a primeira separação imunomagnética da amostra em que esta foi 
colocada num íman de forma a captar as beads magnéticas com os anticorpos 
associados aos eventuais cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium. Após esta 
separação, foi desprezado o sobrenadante e recolhidas as beads magnéticas com os 
anticorpos para um microtubo de 1,5 mL. Seguidamente, os anticorpos foram 
dissociados das beads magnéticas com HCl 0,1 N e procedeu-se à segunda 
separação imunomagnética em que o sobrenadante, contendo eventuais cistos de 
Giardia e oocistos de Cryptosporidium foi colocado numa lâmina e após 24 horas de 
secagem e aplicado o meio de montagem e reagente de fluorescência, foram 
observados em microscopia de epifluorescência, com uma ampliação de 200x, 
identificando-se os cistos de Giardia e os oocistos de Cryptosporidium. Os resultados 
são apresentados em número de cistos/oocistos por 30 litros de água (N/30L). Foram 
analisados em paralelo um controlo positivo com antigénio positivo de modo a verificar 
o desempenho formal dos reagentes e um controlo negativo usando água ultrapura. 
 
Possíveis interferências nos resultados 
Turvação 
A turvação da amostra, originada por detritos orgânicos ou inorgânicos pode interferir 
com a concentração, separação imunomagnética e deteção. 
 
Micro-algas (Fitoplâncton) 
Várias espécies comuns de micro-algas (fitoplâncton) e outros organismos com 
dimensões semelhantes aos cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium adquirem 
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Amostragem e Transporte 
A amostragem de águas naturais foi realizada entre 2008 e 2012. O volume de cada 
amostra analisado entre 2008 e 2010 foi de 30 litros. A partir de 2010 até 2012, foi 
implementado um sistema de filtração no local da colheita e recolheram-se assim 
volumes superiores, em alguns casos até 100 litros. 
Preservação da amostra 
As amostras não processadas de imediato foram armazenadas até 96 horas após a 




A) Solução Tampão (400 mL por cada amostra); 
Preparação de 1L de solução tampão: 
- Adicionar 5 tablets de PBS - Phosphate Buffered Saline (Sigma – Aldrich) a 0,9 L de 
água e agitar durante 10 minutos; 
- Adicionar 0,1 mL de Tween 20 e agitar mais 10 minutos; 
- Adicionar água destilada até perfazer o volume final de 1,0 L de solução tampão. 
B) Dynabeads GC-Combo Kit (Dynal Biotech): 
- Dynabeads magnéticas anti-Cryptosporidium; 
- Dynabeads magnéticas anti-Giardia; 
- SL Buffer A 10X; 
- SL Buffer A 1X (Para a preparação desta solução deve-se adicionar 1 mL de SL 
Buffer A 10X a 9 mL de água destilada); 
- SL Buffer B 10X. 
C) Ácido clorídrico, HCl 0,1N; 
D) Hidróxido de sódio, NaOH 1 M; 
E) Aqua-Glo G/C Direct Comprehensive Kit (A100 FLK) Waterborne: 
- Controlo positivo PC101; 
- Reagente de fluorescência; 
- Counterstain C101; 
- Meio de montagem M101; 
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Bomba peristáltica para filtração; 
Bomba peristáltica de separação de meios para aspiração do sobrenadante; 
Centrífuga Hettich Rotanta 460; 
Compressor; 
Computador; 
Contador de células; 
Estação de eluição Filta-Max xpress (Idexx); 
Estufa a 37.º C; 
Frigorífico 5.º C; 
Housing Filta-Max xpress (Idexx); 
Mangueira; 
Micropipetas; 
Microscópio de epifluorescência Olympus BX41; 
MPC - Íman grande para tubos L10 Dynal; 
MPC - Íman pequeno para microtubos de 1,5 mL; 
Recipiente de 5L para a solução tampão; 
Rotor; 
Sampling kit; 
Tubos Dynal L10. 
Materiais 
Filtros Filta-Max xpress (Idexx); 
Frascos de 500 mL de fundo cónico (Tubos corning); 
Lâminas e lamelas para observação microscópica; 
Material de laboratório de uso corrente. 
Microtubos de 1,5 mL;  
Papel absorvente; 
Pipetas de Pasteur de vidro; 
Placas de Petri; 
Pontas de micropipetas; 
Recipientes de plástico de 10L de capacidade; 
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Fig.8 - Recipientes de 10 litros utilizados para recolha de 
amostras e filtração manual no Laboratório. 
Fig.9 - Bomba peristáltica para filtração de 
amostras. 
4.1.Filtração da amostra 
 
4.1.1.Filtração no Laboratório 
Conectou-se o Housing (equipamento utilizado para confinamento do filtro) com o 
Samplig kit e com a mangueira. Encaixou-se a mangueira na bomba peristáltica, 
programada com uma pressão de 2,0 L/min. Ligou-se a bomba peristáltica e filtrou-se 
a amostra (Fig. 9). Enquanto a amostra foi filtrada foi-se agitando o recipiente de forma 









A filtração manual no Laboratório apresentou vários inconvenientes: 
 Amostra de 30 Litros colhida em 3 bidões de 10 Litros cada (Fig. 8); 
 Gastos em recipientes (não reutilizáveis); 
 Ergonomia dos operadores de colheita; 
 Pouco volume de amostra (30 litros); 
 Falta de condições de armazenamento no Laboratório; 
 Mais tempo de trabalho de laboratório; 
 Divulgação de resultados mais tarde. 
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Abrir lentamente a torneira
6
Deixar correr a água
7











4.1.2.Filtração no local de colheita 
 
4.1.2.1. Sistemas fixos 
Para efetuar a concentração de amostra por filtração em sistemas fixos, avaliou-se se 
existia alguma torneira alternativa (by-pass), permanentemente ligada ao sistema de 
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Antes de se iniciar os procedimentos de colocação do filtro, abriu-se a torneira e 
deixou-se escoar com fluxo máximo o tempo suficiente para eliminar qualquer tipo de 








Fig.11 e 12 - Torneiras dos sistemas fixos 
 
1 – Fechou-se a torneira de colheita e desapertou-se todos os acessórios (Fig. 
13); 
 
Fig.13 - Preparação da torneira. 
2 – Preparou-se o Housing  
Retirou-se o "Housing" do saco de plástico e removeu-se a tampa cinzenta colocada 
numa das extremidades (Fig. 14 e 15). 
           
Fig.14 e 15 - Equipamento utilizado para confinamento do filtro (Housing). 
3 – Encaixou-se o Housing 
Encaixou-se o Housing no sistema de encaixe rápido (Fig. 16 e 17). 
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Fig.16 e 17 - Encaixe dos Housing’s no sistema de filtração no local de colheita. 
 
4 – Ligou-se a torneira ao sistema de filtração 
Encaixou-se na torneira o tubo de ligação ao sistema de filtração, utilizando o sistema 
de encaixe rápido (Fig. 18 e 19). 
           
Fig.18 e 19 - Ligação da torneira no sistema de filtração no local de colheita. 
 
5 – Abriu-se lentamente a torneira 
Abriu-se lentamente a torneira e com um relógio, ajustando-se o contador até se obter 
um caudal máximo de 2L/min (Fig. 20). 
 
Fig.20 - Equipamento utilizado para medição do caudal (caudalímetro digital). 
6 – Deixou-se correr a água 
Deixou-se correr a água até atingir o volume de 100 L de amostra para águas brutas e 
1000 L de amostra para águas tratadas. 
7 – Fechou-se a torneira e registou-se o volume filtrado; 
8 – Retirou-se o Housing 
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Retirou-se o Housing e colocou-se a tampa cinzenta na extremidade. 
Colocou-se o Housing dentro do saco de plástico (Fig. 21 e 22). 
 
           
Fig.21 e 22 - Acondicionamento dos Housing’s no transporte do local de colheita para o laboratório 
 
 
9 – Transportou-se o Housing para o laboratório 
 
4.1.2.2. Sistemas portáteis 
 
Nos pontos de colheita onde não foi possível instalar sistemas de filtração fixos, as 
amostras foram filtradas recorrendo a sistemas portáteis (Fig. 23). 
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O procedimento de filtração em sistemas portáteis foi efetuado de acordo com o 
descrito no fluxograma que a seguir se apresenta (Fig. 24) 
 
 
Fig.24 - Fluxograma descritivo do procedimento para filtração de amostras no local de colheita através de sistemas 
portáteis. 
                                
1 – Ligou-se a bomba 
Encheu-se a mangueira de captação com água (mangueira com boia amarela) para 
facilitar a ferragem da bomba. 
Acoplou-se a mangueira de captação na bomba. 
Retirou-se a tampa roscada do corpo da bomba e encheu-se o corpo com água para 
ferrar a bomba (este procedimento é obrigatório). 
 
2 – Preparou-se o Housing 
Retirou-se o Housing do saco de plástico e removeu-se a tampa cinzenta colocada 












Abrir a torneira da bomba e do by-
pass
4
Fechar a torneira do by-pass
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Fig.25 e 26 - Fotografias do housing com o filtro. 
 
3 – Encaixou-se o Housing 
Encaixou-se o Housing no sistema de encaixe rápido (Fig. 27). 
 
4 – Abriu-se a torneira da bomba e do by-pass 
Abriu-se a torneira da bomba e do by-pass a 100%, pressionou-se o botão do control-
matic (acessório colocado na parte superior da bomba) para acionar a bomba (Fig. 
28). Quando existia demasiado ar na mangueira de captação a bomba poderia parar e 
nesse caso foi necessário pressionar novamente o interruptor do control-matic para 
voltar a acionar a bomba. Repetiu-se este procedimento as vezes que foram 
necessárias. 
                 
 
Fig.27 e 28 - Fotografias dos sistemas portáteis. 
 
5 – Fechou-se a torneira do by-pass 
Fechou-se a torneira do by-pass lentamente, até ter uma filtração de água no máximo 
de 2 L/min (efetuar este procedimento com um relógio e o contador instalado no 
sistema - para cada 30 segundos passar no máximo 1 litro de água no caudalímetro – 
Fig. 29). Se com a torneira do by-pass toda aberta, o caudal for superior a 2 Litros por 
minuto, fechou-se a torneira da bomba até atingir o valor pretendido. 
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Fig.29 -  Equipamento utilizado para medição do caudal (caudalímetro analógico). 
 
6 – Deixou-se correr a água 
Deixou-se correr a água até atingir o volume de 100 L de amostra para águas brutas e 
1000 L de amostra para águas tratadas. 
 
7 – Fechou-se a torneira, desligou-se a bomba e registou-se o volume filtrado 
 
8 – Retirou-se o Housing 
Retirou-se o Housing e colocou-se a tampa cinzenta na extremidade. 
Colocou-se o Housing dentro do saco de plástico (Fig. 30 e 31). 
 
           
Fig.30 e 31 - Acondicionamento dos Housing’s no transporte do local de colheita para o laboratório 
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4.2. Eluição da amostra 
 
Preparou-se previamente a quantidade necessária de solução tampão. Foi necessário 
aproximadamente 400/500 mL por cada amostra. Ligou-se a estação de eluição e o 
compressor (com uma pressão de 5 bar) abrindo-se as respetivas torneiras, do 
compressor e da estação de eluição. Desconectou-se o Housing da mangueira e 












Fig.32 e 33 - Estação de eluição. 
 
Pressionou-se o botão F1 da estação de eluição e aguardou-se a eluição automática. 
Retirou-se o copo (tubo corning de 450 mL) com a amostra eluída (aproximadamente 
450 mL). Nota: Uma vez por mês o interior da estação de eluição foi limpa com álcool 
para evitar que se acumulem resíduos da solução tampão. 
 
 
4.3. Centrifugação da amostra 
 
Antes de se proceder à centrifugação, os tubos corning com a amostra foram pesados 
numa balança e equilibrados com água destilada de forma a ficarem com o mesmo 
peso. Foi efetuar o registo das calibrações dos pesos. Depois de equilibrados, foram 
centrifugados a uma velocidade de 2000 rpm, durante 20 minutos. Seguidamente, 
aspirou-se o sobrenadante com uma bomba de separação de meios, deixando um 
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Fig.34 e 35 - Aspiração do sobrenadante nos tubos corning. 
 
 
4.4. Separação imunomagnética 
 
Com uma micropipeta, transferiu-se o pellet do fundo do tubo corning para um tubo 
L10 (Fig. 36). Adicionou-se 1 mL de SL Buffer A 10X e 1 mL de SL Buffer B 10X. De 
seguida adicionou-se 100 µL de Dynabeads magnéticas anti-Cryptosporidium e 100 µL 
de Dynabeads magnéticas anti-Giardia. O SL Buffer A 10X foi deixado à temperatura 
ambiente 15 a 20 minutos antes de ser adicionado porque quando sai do frigorífico a 4 










Fig.36 - Tubos L10 com as amostras e anticorpos antes de incubarem  no rotor. 
 
Colocaram-se os tubos L10 com as amostras no rotor a uma velocidade de 18 rpm 
durante, no mínimo, uma hora (Fig. 37).  
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Fig.37 - Tubos L10 com as amostras no rotor a incubarem. 
 
Retiraram-se os tubos L10 do rotor e foram colocados no MPC Íman grande e de 
seguida foi balançou-se suavemente o íman durante aproximadamente 2 minutos de 
forma a fazer-se a primeira separação imunomagnética. 
Com o íman virado para cima, verteu-se para um tubo de 10 mL o sobrenadante do 
tubo L10, tendo o cuidado de não deitar fora as Dynabeads magnéticas mas apenas o 
sobrenadante. 
Adicionou-se 1 mL de SL Buffer A 1X no tubo L10, por cima das Dynabeads 
magnéticas e agitou-se suavemente. 
Com uma pipeta de Pasteur, retiraram-se as Dynabeads magnéticas do tubo L10 e de 
seguida foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL, em que este foi colocado no 
MPC Íman pequeno, de forma a fazer-se a segunda separação imunomagnética. 
Agitou-se o íman durante 2 minutos e depois retirou-se o sobrenadante dos 
microtubos para tubos “falcon” de 10 mL, deixando-se nos microtubos apenas as 
Dynabeads magnéticas conjugadas com os anticorpos e eventualmente com cistos de 
Giardia e oocistos de Cryptosporidium. 
Adicionou-se 50 µL de HCl 0,1N a cada amostra, isto é a cada microtubo com as 
Dynabeads magnéticas. 
Agitou-se no vortex os microtubos durante 10-15 segundos e esperou-se 5 minutos. 
Repetiu-se esta última etapa 3 vezes. 
Colocaram-se os microtubos novamente no MPC Íman pequeno para se proceder à 
terceira separação imunomagnética. 
Agitou-se novamente o íman e depois retirou-se o sobrenadante de cada microtubo 
para uma lâmina que já continha 5 µL de NaOH 1M. 
Deixaram-se as lâminas a secar durante 24 horas à temperatura ambiente. 
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4.5. Coloração da amostra 
Após as 24 horas, colocou-se uma gota de reagente de fluorescência (Aqua-Glo). 
Colocou-se a lâmina numa placa de Petri, humedecida com papel absorvente húmido 











Fig.38 - Amostra na lâmina após a incubação na estufa a 37.ºC. 
 
Retirou-se o sobrenadante da lâmina, escorrendo-a. De seguida, aplicou-se uma gota 
de Counterstain C101 Aqua-Glo em cada amostra (lâmina) e esperou-se 
aproximadamente 2-3 minutos. Lavou-se a lâmina com Wash buffer WB101, 
aplicando-se 1 ou 2 gotas perto do poço da lâmina de forma a escorrer por cima do 









Fig.39 - Amostra na lâmina antes da lavagem com “wash buffer WB101”. 
 
Com papel absorvente, retirou-se o excesso de buffer da lâmina. Deixou-se secar 
aproximadamente 5 minutos. Aplicou-se uma gota de Meio de Montagem M101 Aqua-
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4.5.1. Controlos positivo e negativo 
Para o controlo positivo, colocou-se uma gota de Controlo positivo PC101 Aqua-Glo 
numa lâmina e posteriormente tratou-se essa lâmina tal como todas as outras lâminas 
com amostra. Para o controlo negativo, colocou-se 50 µL de água destilada numa 
lâmina e posteriormente tratar essa lâmina tal como todas as outras lâminas com 
amostra. 
 
4.6. Exame da amostra 
Observaram-se as lâminas ao microscópio de epifluorescência com uma ampliação de 
200X, correspondendo a uma ocular de 10X e objetiva de 20X (Fig. 40). Foi observado 
todo o poço da lâmina, percorrendo-o em ziguezague e enumerando os cistos de 









Fig.40 - Amostra na lâmina no microscópio pronta para observação. 
Nota: As etapas da eluição, centrifugação e purificação foram realizadas num único 










Fig.41 e 42 - Fotografias de oocistos de Cryptosporidium (à esquerda) e cistos de Giardia (à direita). 
Expressão de resultados: Os resultados foram expressos em número de cistos de 
Giardia e os oocistos de Cryptosporidium por 30 litros de água (N/30L). 
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4.7. Ensaios interlaboratoriais 
 
A partir de Janeiro de 2009 e até 2012, participou-se em ensaios interlaboratoriais 
internacionais do LEAP (Laboratory Environmental Analysis Proficiency), organizados 
pela FAPAS (Food and Environment Research Agency) de forma a comparar-se a 
recuperação de oocistos e cistos com outros laboratórios e de forma a avaliar a 
metodologia implementada. 
Estes ensaios consistiram na distribuição de uma amostra com um valor conhecido de 
cistos de Giardia e os oocistos de Cryptosporidium. Posteriormente esta amostra foi 
incorporada em 10 litros de água destilada e homogeneizada. De seguida os 10 litros 
foram filtrados no laboratório e a amostra foi processada de forma semelhante a uma 
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5. Resultados  
Os resultados da pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia nos 
cinco rios onde são realizadas captações de água para tratamento e distribuição à 
população para consumo humano são referidos neste capítulo. Os resultados são 
expressos nas unidades N/30L uma vez que entre 2008 e 2010 eram recolhidos 
volumes de 30 litros de água em 3 recipientes de 10 litros cada. A partir de 2010, 
seguindo a recomendação da DWI – Drinking Water Inspectorate (UK) e de forma a 
otimizar o método de análise, para a obtenção de volumes de amostra superiores (até 
1000 litros) em colheitas de amostras de águas tratadas para consumo humano foram 
implementados sistemas de filtração das amostras no local e, consequentemente os 
volumes filtrados para amostras de águas naturais (brutas) foram também, na maior 
parte dos casos, superiores a 30 litros. No entanto, para se manter um critério 
uniforme, as unidades foram convertidas em n.º de oocistos ou cistos / 30 Litros. 
 
5.1. Resultados da pesquisa de oocistos e cistos de 
Cryptosporidium e Giardia nos Rios Douro, Paiva, Ferreira, 
Ferro e Vizela. 
 
5.1.1. Rio Douro  
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O valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Novembro de 2009 (20,0 
oocistos/30L). 
 
O valor mais elevado de Giardia foi observado em Maio de 2011 (222,9 cistos/30L). 
 
5.1.2. Rio Paiva 
 
Gráfico 2 - Valores de Cryptosporidium e Giardia no rio Paiva entre 2008 e 2012. 
 
O valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Novembro de 2009 (5,0 
oocistos/30L). 
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5.1.3. Rio Ferreira 
 
Gráfico 3 - Valores de Cryptosporidium e Giardia no rio Ferreira entre 2008 e 2012. 
 
O valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Fevereiro de 2010 (60,0 
oocistos/30L). 
 
O valor mais elevado de Giardia foi observado em Fevereiro de 2010 (4170 
cistos/30L). Este valor correspondeu apenas a um volume de amostra de 4 litros uma 
vez que a turvação nesse dia foi elevada (11 NTU) e o filtro colmatou após ter filtrado 
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5.1.4. Rio Ferro 
 
Gráfico 4 - Valores de Cryptosporidium e Giardia no rio Ferro entre 2008 e 2012. 
 
O valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Fevereiro de 2010 (90,0 
oocistos/30L). 
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5.1.5. Rio Vizela 
 
 
Gráfico 5 - Valores de Cryptosporidium e Giardia no rio Vizela entre 2008 e 2012. 
 
O valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Agosto de 2009 (16,0 
oocistos/30L). 
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Gráfico 6 - Valores de Cryptosporidium nos cinco rios entre 2008 e 2012. 
 
 
O rio Paiva apresentou valores de Cryptosporidium mais baixos que todos os outros 
rios. Os valores mais elevados de Cryptosporidium foram observados em Fevereiro de 
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Gráfico 7 - Valores de Giardia nos cinco rios entre 2008 e 2012. 
 
 
Os rios Douro e Paiva apresentaram valores de Giardia substancialmente mais baixos 
que os rios Ferreira, Ferro e Vizela. 
 
Os valores mais elevados foram observados em 2010 nos rios Ferreira, Ferro e Vizela. 
 
Ao longo dos 4 anos de análises e em todos os rios, verificou-se que são 
sistematicamente observados valores mais elevados de cistos de Giardia do que 
oocistos de Cryptosporidium. Os rios Douro e Paiva apresentaram valores de Giardia 
bastante mais baixos que os rios Ferreira, Ferro e Vizela. O Rio Paiva foi o rio que 
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5.3. Resultados de Cryptosporidium e Giardia dos 5 Rios e 
respetivos volumes de amostra filtrados 
 
Considerando que a partir de 2010 o método de análise foi otimizado, através da 
implementação de sistemas de filtração de amostras no local de colheita, obtendo-se 
volumes de amostra na maior parte dos casos superiores a 30 litros, são apresentados 




Gráfico 8 - Valores de Cryptosporidium e Giardia e respetivos volumes de amostra filtrados no rio Douro entre 2008 e 
2012. 
 
No Rio Douro, o valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Novembro 
de 2009 e em que o volume de amostra filtrado foi de 30 litros. 
 
O valor mais elevado de Giardia foi observado em Maio de 2011 e em que o volume 
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Gráfico 9 - Valores de Cryptosporidium e Giardia e respetivos volumes de amostra filtrados no rio Paiva entre 2008 e 
2012. 
 
No Rio Paiva, o valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Novembro 
de 2009 e em que o volume de amostra filtrado foi de 30 litros. 
O valor mais elevado de Giardia foi observado em Março de 2010 e em que o volume 
de amostra filtrado foi de 100 litros. 
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No Rio Ferreira, os valores mais elevados de Cryptosporidium e Giardia foram ambos 






Gráfico 11 - Valores de Cryptosporidium e Giardia e respetivos volumes de amostra filtrados no rio Ferro entre 2008 e 
2012. 
 
No Rio Ferro, os valores mais elevados de Cryptosporidium e Giardia foram ambos 
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Gráfico 12 - Valores de Cryptosporidium e Giardia e respetivos volumes de amostra filtrados no rio Vizela entre 2008 e 
2012. 
 
No rio Vizela, o valor mais elevado de Cryptosporidium foi observado em Agosto de 
2009 em que o volume de amostra filtrado foi de 30 litros. 
 
O valor mais elevado de Giardia foi observado em Maio de 2010 em que o volume de 
amostra filtrado foi de 121 litros. 
 
No que concerne à representatividade do volume de amostra para estas análises em 
águas naturais (brutas), neste trabalho, constatou-se que a maiores volumes de 
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5.4. Resultados dos Ensaios Interlaboratoriais Internacionais  
 
Entre 2009 e 2012, em paralelo com as análises das amostras de águas naturais 
participou-se em ensaios interlaboratoriais internacionais organizados pela FAPAS 
(Food and Environment Research Agency) em paralelo com vários Laboratórios 
internacionais de forma a comparar-se a recuperação de oocistos e cistos. 
 
 
Gráfico 13 - Valores dos resultados da participação em ensaios interlaboratoriais internacionais de Cryptosporidium e 
Giardia entre 2009 e 2012. 
 
 
Nestes ensaios interlaboratoriais internacionais verificou-se uma recuperação de 
oocistos de Cryptosporidium muito superior à recuperação de cistos de Giardia. Este 
facto, associado aos resultados registados nos 5 rios estudados em termos de valores 
de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia vem reforçar a ideia de que os 
valores de Giardia presente nos rios pode ser ainda bastante superior aos valores 
obtidos. Em alguns casos verificou-se que o valor de oocistos observados foi superior 
ao valor estimado. Isto pode estar relacionado com o aparecimento de “falsos 
positivos” de Cryptosporidium. Estes falsos positivos podem ser precipitados de 
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5.5. Representação das medianas e outliers dos 5 rios 
 
De seguida apresentam-se os valores das medianas e outliers (em escala logarítmica) 
dos 5 rios para os valores de Cryptosporidium e de Giardia. Utilizam-se as medianas 
como valor estatístico uma vez que as médias ficariam desvirtuadas devido aos 
valores “outliers”. Os “outliers” neste caso de águas naturais (rios) não têm o mesmo 
significado estatístico que noutros casos de águas de consumo, pois é possível e não 
é raro, numa determinada data e por qualquer circunstância ambiental um 
determinado rio apresentar valores bastante fora da média. 
 














Gráfico 14 - Percentis 10-90% dos valores de Cryptosporidium em cada rio (escala logarítmica) 
 
 
Os rios Paiva e Ferro apresentam as medianas mais baixas para valores de 
Cryptosporidium. Os rios Douro, Ferreira e Vizela apresentam medianas superiores e 
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Gráfico 15 - Percentis 10-90% dos valores de Giardia em cada rio (escala logarítmica) 
 
Os rios Douro e Paiva e apresentam as medianas mais baixas para valores de Giardia. 
Os rios Ferreira, Ferro e Vizela apresentam medianas superiores e semelhantes em 
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5.6. Percentagens de amostras contaminadas 
Em todos os rios observaram-se elevadas percentagens de amostras contaminadas 
com oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia. Num total de 112 amostras de 
águas naturais analisadas entre 2008 e 2012, verificou-se que 84 amostras continham 
oocistos de Cryptosporidium e 95 amostras continham cistos de Giardia. Com exceção 
do Rio Douro, em que a percentagem de contaminação foi semelhante, nos outros 4 
rios verificou-se uma contaminação de Giardia superior à de Cryptosporidium (Tabela 
1). 
Rios  Douro Paiva Ferreira Ferro Vizela 
N.º de amostras analisadas 23 22 23 22 22 
N.º de amostras contaminadas com Cryptosporidium 19 14 19 15 17 
N.º de amostras contaminadas com Giardia 19 18 21 18 19 
% amostras contaminadas com  Cryptosporidium 82,6 63,6 82,6 68,2 77,3 
% amostras contaminadas com  Giardia 82,6 81,8 91,3 81,8 86,4 
 
Tabela 1: Percentagens de amostras contaminadas com oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia 
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6. Discussão e considerações finais 
 
Neste trabalho foi descrita a importância da pesquisa de oocistos e cistos de 
Cryptosporidium e Giardia em águas naturais, principalmente onde são realizadas 
captações de água para tratamento e posterior distribuição à população para consumo 
humano, tendo sido caracterizados os rios Douro, Paiva, Ferreira, Ferro e Vizela em 
termos da presença de oocistos e cistos de Cryptosporidium e Giardia. 
 
Foi também estudada a representatividade do volume de amostra para águas naturais, 
tendo sido comparados resultados com volumes de amostra de 30 litros, entre 2008 e 
2010 e volumes superiores, até 100 litros, entre 2010 e 2012, tendo-se verificado que 
para volumes de amostras superiores a 30 litros, nem sempre correspondem valores 
mais elevados de oocistos e cistos Cryptosporidium e Giardia. No entanto não se pode 
concluir que o volume de 100 litros seja mais representativo da amostra, uma vez que 
os volumes analisados correspondem sempre a amostras diferentes em datas 
diferentes. 
 
Dos 5 rios analisados, verificou-se que o Rio Paiva foi o que apresentou valores mais 
reduzidos de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia. Estes dados reforçam o 
facto deste rio já ter sido considerado o rio menos poluído da Europa. 
 
Cryptosporidium e Giardia são parasitas que se encontram presentes em Portugal ao 
longo do ano e em vários rios onde é captada água para tratamento e distribuição à 
população para consumo humano. Por outro lado, as concentrações médias de 
oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia em águas naturais são superiores aos 
resultados existentes e publicados devido às taxas de recuperação conseguidas 
através desta metodologia. A participação em ensaios interlaboratoriais internacionais 
do LEAP (Laboratory Environmental Analysis Proficiency) permitiu verificar que as 
recuperações de oocistos e cistos, através desta metodologia, estão longe de serem 
totais e por vezes são inferiores a 50% das concentrações reais das amostras. No 
entanto, a participação nestes ensaios permitiu verificar que os valores recuperados 
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No futuro, em termos de metodologia analítica será necessário implementar a 
realização de ensaios de recuperação, introduzindo um controlo positivo contaminado 
com oocistos e cistos de forma a calcular o valor mais próximo do real dos oocistos e 
cistos observados nas amostras de águas naturais. Deve também ser utilizado DAPI 
(4',6-diamidino-2-phenylindole) como marcador nuclear de forma a despistar os 
eventuais falsos positivos. 
 
Em termos de amostragem e de forma a avaliar a representatividade do volume de 
amostra será também necessário realizar ensaios com diferentes volumes da mesma 
amostra, retirando-se em paralelo sub-amostras de diferentes volumes. 
 
Em Portugal, o Dec.-Lei 306/2007 apenas prevê a pesquisa de parasitas, 
nomeadamente Cryptosporidium no sistema de abastecimento de água quando é 
detetado Clostridium perfringens na água tratada. Isto baseia-se no pressuposto de 
que se o processo de tratamento da água é eficiente na remoção dos esporos de C. 
perfringens, então em teoria também eliminou os cistos de Giardia e oocistos de 
Cryptosporidium. No entanto, não tem em consideração o facto de que os esporos de 
C. perfringens podem estar ausentes da água natural (bruta) de origem e 
consequentemente não serem detetados na água após o tratamento e que os esporos 
de C. perfringens são menos resistentes ao tratamento que os oocistos e cistos de 
Cryptosporidium e Giardia. Por outro lado, também não existem dados comprovativos 
que relacionem o surgimento de C. perfringens na água tratada com o aparecimento 
simultâneo de Cryptosporidium e/ou Giardia. Revela-se assim uma lacuna na lei em 
que não está estipulada a obrigatoriedade de pesquisa de Giardia e Cryptosporidium, 
tanto na água natural (bruta) de origem como na tratada.  
 
Por outro lado afigura-se também necessário, estudar a variação de oocistos de 
Cryptosporidium e cistos de Giardia ao longo do ano para verificar se existe algum 
período crítico de aparecimento nas águas naturais, para que seja aconselhável em 
termos da salvaguarda da saúde pública, durante esse período crítico, a realização de 
uma monitorização mais intensiva. Se estudos futuros concluírem da existência de um 
período crítico, a legislação portuguesa que regula a qualidade da água para consumo 
humano deverá refletir a necessidade de pesquisar oocistos e cistos de 
Cryptosporidium e Giardia nas albufeiras e zonas de captação de água para consumo 
humano de um modo regular.  
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Ainda no que respeita à legislação portuguesa, em relação aos parasitas a pesquisar, 
deverá ser prevista a pesquisa de cistos de Giardia e não apenas oocistos de 
Cryptosporidium como acontece atualmente, uma vez que, com base nos dados 
atualmente disponíveis, verifica-se que são observados quase sempre valores mais 
elevados de Giardia do que de Cryptosporidium nas águas naturais. 
 
Desde a década de 50 do século passado que têm sido registados dezenas de casos 
a nível mundial de surtos de giardíase e criptosporidiose associados com água para 
consumo (ver tabelas em anexo). Apesar de atualmente em Portugal não ser 
totalmente obrigatório pela lei, é bastante positivo e de salientar que várias empresas 
de captação, tratamento e distribuição de água em alta realizem análises de 
Cryptosporidium e Giardia nas águas naturais de origem e na água tratada. Deste 
modo salvaguardam a saúde pública uma vez que conhecendo melhor a qualidade da 
água natural, o tratamento pode ser adequado levando a uma melhor qualidade da 
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Tabela 2 – Descrição mundial de surtos de giardíase associadas a água para 
consumo. Fonte: Karanis et al., Journal of Water and Health 2007 
Mês/Ano Localidade/País Nº de casos estimados 
Out 1954-Mar 1955 Portland, Oregon, USA 50,000 
Dec 1965-Jan 1966 Aspen, Colorado, USA 123 
Ago 1969 Lookout Mt, Colorado, USA 19 
Maio –Jun 1970 Idyllwoild, California, USA 34 
Maio 1972 Campground, Boulder, Colorado, USA 28 
Maio 1972 Resort, High, Colorado, USA 24 
Jun-Ago 1972 Boulder, Colorado, USA 297 
Set 1972 Camp, San Juan Area, Utah, USA 60 
Dez 1972-Jan 1973 Subdivision, Park, Colorado, USA 12 
Jul 1973 Lodge, Grand, Colorado, USA 16 
Ago 1973 Farm, Tennessee, USA 5 
Nov 1973-Abr 1974 Essex, Vermont, USA 32 
Dez 1973-Abr 1974 Danville Green, Vermont, USA 20 
Jun 1974 Lodge, Grand, Colorado, USA 78 
Set 1974 Uinta Mts, Utah, USA 34 
Nov 1974-Jun 1975 Rome, New York, USA 4,800-5,300 
Set 1975 Idaho, USA 9 
1976-1979 Craegle, Plumas County, California, USA 42 
Fev 1976 Office and residence, Grand, Colorado, USA 12 
Maio 1976 Camas, Washington, USA 600 
Jun 1976 Camp, Rocky Mt. Nat. Park, Estes Park, 
Colorado, USA 
27 
Abr-Maio 1977 Berlin, New Hampshires, USA c. 7,000 
Jun 1977 Campground, Utah, USA 7 
Jul 1977 Hotel, Glacier Park, Montana, USA 55 
Jul 1977 W. Sulfur Springs, Montana, USA 246 
Mar-Abr 1978 Vail, Colorado, USA 5,000 
Jul 1978 Utah, USA 18 
Ago 1978 Washington, USA 23 
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Nov 1978 New York, USA 130 
1979 Estes Park, Colorado, USA 53 
1979 Government camp, Oregon, USA ND 
1979 Zig Zag, Oregon, USA ND 
Set-Dez 1979 Bradford, Pennsylvania, USA 3,500 
1980 Private campground, Arizona, USA 2,000 
Jun-Ago 1980 Red Lodge, Montana, USA 780 
Ago 1981 Colorado, USA 100 
Outono 1981 100 Mile House, British Columbia, Canada 60 
Set 1981 Colorado, USA 29 
Nov 1981 Ski resort, Aspen Highlands, Colorado, USA 40 
Nov 1981 Colorado, USA 85 
Dez 1981 Colorado, USA 135 
Jan 1982 Reno, Nevada, USA 324 
Inverno 1982 Banff, Alberta, Canada >150 
Jul 1982 Colorado, USA 28 
Set 1982 Colorado, USA 28 
Out 1982 Mjovick, Sweden 56 
Outono 1982-Abril 1983 Edmonton, Alberta, Canada >895 
Fev 1983 Colorado, USA 50 
Jul 1983 Red Lodge, Montana, USA 100 
Dez 1983-Abr 1984 McKeesport, Pennsylvania, USA 347 
Dez 1983 Pittston, Pennsylvania, USA ND 
Mar 1984 Wilkes-Barre, Scranton, Pennsylvania, USA ND 
Nov 1984 Houtzale, Pennsylvania, USA ND 
Jul 1985 Bristol, UK 108 
Nov 1985-Jan 1986 Pittsfield, Massachusetts, USA 703 
Jan 1986 Trailer park, Vermont, USA 37 
Jun-Ago 1986 Penticton, British Columbia, Canada 362 
Out 1986 Penticton, British Columbia, Canada ND 
Natal 1986 Ski resort, Salen, Suécia >1,400 
Fev 1989 Colorado, USA 19 
Abr 1989 New York, USA 308 
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Jun 1989 Prison, New York, USA 152 
Jul 1989 New York, USA 53 
Mar 1990 Lodge, Alaska, USA 18 
Mar 1990 Resort, Vermont, USA 24 
Jun 1990 Two blocks of flats, Edinburgh, UK 9 
Ago 1990 Colorado, USA 123 
Jul 1991 Recreation arera, California, USA 15 
Set 1991 Park, Pennsylvania, USA 13 
Nov 1991 Rural community, West Midlands, UK 31 
Mar 1992 Trailer park, Idaho, USA 15 
Mar 1992 Nevada, USA 80 
Jan 1993 Trailer park, Pennsylvania, USA 20 
Set 1993 Subdivision, South Dakota, USA 7 
Fev-Abr 1994 Temagami, Ontario, Canada c. 300 
Mar 1994 Correctional facility, Tennessee, USA 304 
Maio 1994 New Hampshire, USA 18 
Maio 1994 New Hampshire, USA 36 
Jul 1995 Washington, USA 87 
Jul 1995 Revelstoke, British Columbia, Canada ND 
Ago 1995 Alaska, USA 10 
Dez 1995 New York, USA 1,449 
Jun 1997 Campground, Oregon, USA 100 
Jun 1997 New York, USA 50 
Maio 1998 Florida, USA 7 
Dez 1998-Jan 1999 House, Florida, USA 2 
Maio-Ago 2000 Community Rheinland-Pfalz, Germany 8 
Jun 2000 Camp, Minnesota, USA 12 
Jul 2000 Rafting trip, New Mexico, USA 4 
Ago 2000 Resort, Colorado, USA 27 
Set 2000 House, New Hampshire, USA 5 
Set 2000 House, Florida, USA 2 
Nov 2000 Rengsdorf, Neuwied Germany ND 
Abr-Jul 2001 Bay of Plenty & Manawatu, New Zealand 14 
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Tabela 3 – Descrição mundial de surtos de criptosporidiose associadas a água para 
consumo. Fonte: Karanis et al., Journal of Water and Health 2007 
Mês/Ano Localidade/País Nº de casos estimados 
1983 Cobham, UK 16 
Maio-Jul 1984 Braun Station, Texas, USA c. 2,000 
1985 Cobham, UK >50 
Maio-Jun 1986 Sheffield, UK 537 
Jan-Fev 1987 Carrollton, Georgia, USA c. 13,000 
Abr 1988 Ayrshire, UK Muitas centenas 
Dez 1988-Abr 1989 Swindon & Oxfordshire, UK 516 
Jan-Jun 1989 Loch Lomond, UK 442 
Fev-Maio 1989 SE Thames, UK 65 
Dez 1989-Maio 1990 N Humberside, UK 477 
Dez 1990-Jan 1991 Isle of Thanet, UK 47 
Jan-Abr 1991 S London, UK 44 
Ago 1991 Picnic facility, Berks County, Pennsylvania, USA 551 
Fev-Maio 1992 Jackson County, Oregon, USA 15,000 
Abr 1992 Rural community, N England, UK 63 
Abr 1992 Boarding school, NW Engalnd, UK 42 
Jun-Nov 1992 Torbay, UK 108 
Nov 1992 Urban community, Mersey, UK 47 
Nov-Dez 1992 Bradford, UK 125 
Nov 1992-Fev 1993 N Warrington, UK 1,840 
Mar 1993 Kitchener-Waterloo, Ontario, Canada c. 23,900 
Mar-Abr 1993 Milwaukee, Wisconsin, USA 403,000 
Mar-Abr 1993 US Coast Guard cutter, Milwaukee, Wisconsin, 42 
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Abr 1993 Private home, Yakima County, Washington, USA 7 
Abr-Maio 1993 Wessex, UK 40 
Maio 1993 Medieval building, N Humberland, UK 6 
Jun 1993 Yorkshire, UK 97 
Jul 1993 Urban community, Wessex, UK 27 
Ago 1993 Lake resort, Cook County, Minnesota, USA 27 
Dez 1993-Maio 1994 Clark County (+Las Vegas), Nevada, USA 103 
Fim Verão 1994 Hiratsuka, Kanagawa, Japan 461 
Ago-Set 1994 Walla Walla, Washington State, USA 134 
Ago-Dez SW Thames, Wessex, Oxford, UK 224 
Out 1994 Trent, UK 33 
Jan-Fev 1995 Emilia Romagna, Italy 294 
Verão 1995 Ireland 13 
Jul-Ago 1995 Torbay, UK 575 
Jul-Ago 1995 Gainesville, Alachua County, Florida, USA 77 
Jul-Set 1995 Spijkenisse & Haarlem, Netherlands 71 
1996 Kelowna, British Columbia, Canada c. 4,000 
1996 Clovis, California, USA c. 500 
1996 Eagle Harbor, Florida, USA 16 
Jan 1996 N England, UK 126 
Fev 1996 Collingwood, Ontario, Canada c. 189 
Fev 1996 Yorkshire, UK 20 
Mar-Jun 1996 Wirral Peninsula, England, UK 80 
Maio-Jun 1996 Cranbrook, British Columbia, Canada >2,000 
Jun 1996 Saitama, Japan 8,705 
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Ago 1996 Beach, Indiana, USA 3 
Jan-Fev 1997 Anglia & Oxford, UK 20 
Jan-Fev 1997 N Thames, UK 10 
Jan-Mar 1997 Anglia & Oxford, UK 22 
Fev 1997 Shoal Lake, Ontario, Canada >100 
Fev–Abr 1997 Hertfordshire & NW, London, UK 345 
Maio-Jun 1997 S Thames, UK 26 
Primavera 1998 Guadarrama, Madrid, Spain 21 
Abril 1998 Chiliwack, British Columbia, Canada 25-30 
Abril 1998 NW, UK 24 
Abril 1998 NW, UK 62 
Jul 1998 Subdivision, Texas, USA 1,400 
Jul 1998 Children’s group home, New Mexico, USA 32 
Abr-Maio 1999 NW England, UK 347 
Set-Dec 1999 Yorkshire, UK 28 
Mar 2000 NW, UK 58 
Abr-Maio 2000 Belfast, Irlanda 117 
Dez 2000 Florida, USA 5 
Mar-Maio 2001 N Battleford, Saskatchewan, Canada 5,800-7,100 
Abr-Maio 2001 Belfast, Irlanda 230 
Set 2001 Dracy le Fort County, France 563 
Abr-Maio 2001 Irlanda 29 
Mar 2002 School, Yorkshire & Humberside, UK 50 
Nov 2002 Community, SE, UK 21 
Nov-Dez 2002 Community, SE, UK 31 
 
